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(54) TlUe: SECRETION OF PROTEINS FROM YEASTS 



(54) Bezeichnung: SEKRETION VON PROTEINEN AUS HEFEN 



(57) Abstract: The invention relates to expression constructs comprising the coding nucleic acid sequence for a shuttle peptide 
construct that can be processed by yeast cells. Also disclosed are adequate expression vectors containing such constructs, methods 
for the recombinant production of target proteins, which are canned out with the aid thereof, hosts transformed therewith, shuttle 
peptides and nucleic acid sequences coding therefor, nucleic acid sequences that code for such shuttle peptides and are fused with a 
foreign protein, hydrophobin proteins produced by means of such shuttle peptides, and the use of hydrophobins for coating objects 
such as leather. 

in 

^5 (57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft Expressionskonstrukte, umfassend die kodierende Nukleinsaurese- 
quenz fiir ein von Hefezellen prozessierbares Shuttlepeptidkonstrukt; entsprechende Expressionsvektoren, enthaltend derartige Kon- 
strukle; mit deren Hilfe durchgefuhrte Verfahren zur rekombinanten Herstellung von Zielproteinen; damit transformierte Wirte; 
Shuttlepeptide und dafiir kodierende Nukleinsauresequenzen; NukJeinsauresequenzen kodierend fur solche Shuttlepeptide, fusio- 
niert mit einem Fremdprotein; Hydrophobin-Proteine, welche unter Verwendung von derartigen Shuttlepeptiden hergestellt wurden. 

1^ sowie die Verwendung Hydrophobinen zur Beschichtung von Gegenstanden, wie z.B. Leder. 
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Beschreibung 

5 Die vorliegende Erfindung betrifft Expressionskonstaikte, umfassend die kodierende 
NukleinsSuresequenzfur ein von Hefezellen prozessierbares ShuttlepeptWkonstrukt; 
entsprechende Expressionsvektoren, enthaltend derartlge Konstrukte; mitderen Hilfe 
durchgefDhrte Verfahren zur rekombinanten Herstellung von Zielprotelnen; damit trans- 
fomiierte Wirte; Shuttlepeptide und dafOr kodierende NukleinsSuresequenzen; Nukleln- 
10 sauresequenzen kodierend fQr solche Shuttlepeptide, fusioniert mit einem Fremdprote- 
in; Hydrophobln-Proteine, welciie unter Verwendung von derartigen ShutUepeptiden 
tiergestellt wurden. sowie die Verwendung Hydrophobinen zur Beschichtung von Ge- 
genstanden, wie z.B. Leder. 

15 Stand der Technik 
a) Expression in IHefen 

Hefen als Wirt fOr die lieterologe Proteinexpression sind weit verbreltet Grund dafOr 
20 ist, dass Hefen als Expressionssystem mehrere Vorteile besitzen. Im Vergleich zu Bak- 
terien und anderen eukaryotischen Zeiien kSnnen sle namlich in hoherer Dichte wach- 
sen und sie besitzen die Faiiigkeit zur Proteinglykosiiiemng und post-translationalen 
IVIodifikation. Aufierdem konnen die von Hefen produzierten und sezemierten Produkte 
deshalb in einfaclier Weise gereinigt warden, weil die Hefen tiohe Resistenz gegen 
25 Zelllyse besitzen, und im Wachstunnsmedium gewbhnlich geringe IVIengen an Fremd- 
protein zu finden sind. DarDber tiinaus kSnnen Hefen schneller ais andere eukaryoti- 
sche Zellen in hoiier Diclite auf kostengQnstlgen NShrmedien wachsen. 

im Stand der Teclinik gibt es zatiireiclie verschiedene Ansatze zur Expression und 
30 Sekretion heteroioger Proteine in Hefen. So wird beispielsweise in der US 5.642,487 
ein Verfatiren zur rekombinanten Produktion von Proteinen In Hefen beschrieben, wo- 
bei man Hefe mit einer Expressionskassette transfonniert, welciie fQr ein Strukturele- 
ment kodiert, das eine Leadersequenz aus einem tierischen Peptidneurohormon, eine 
Adaptor-Sequenz. produzierend eine o-Heiixstruktur, ein Prozessierungssignal sowie 
35 ein Strukturgen kodiert 
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(54) Title: SECRETION OF PROTEINS FROM YEASTS 



(54) Bezeichnung: SEKRETION VON PROTEINEN AUS HEFEN 

(57) Abstract: The invention relates to expression constructs comprising the coding nucleic acid sequence for a shuttle peptide 
construct that can be processed by yeast cells. Also disclosed are adequate expression vectors containing such constructs, methods 
▼H for the recombinant production of target proteins, which are carried out with the aid thereof, hosts transformed therewith, shuttle 
peptides and nucleic acid sequences coding therefor, nucleic acid sequences that code for such shuttle peptides and are fused with a 
foreign protein, hydrophobin proteins produced by means of such shuttle peptides, and the use of hydrophobins for coating objects 
such as leather. 



IT) 

o 



(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft Expressionskonstrukte, umfassend die kodierende Nukleinsaurese- 
quenz furein von Hefezellen prozessierbares Shuttlepeptidkonstrukt; entsprechende Expressionsvektoren, enthaltend derartige Kon- 
strukte; mit deren Hilfe durchgefuhrte Verfahren zur rekombinanten Herstellung von Zielproteinen; damit transformierte Wirte; 
Shuttlepeptide und dafiir kodierende Nukleinsauresequenzen; Nukleinsauresequenzen kodierend fUr solche Shuttlepeptide. fusio- 
niert mit einem Fremdprotein; Hydrophobin-Proteine, welche unter Verwendung von derartigen Shuttlepeptiden hergestellt wurden, 
sowie die Verwendung Hydrophobinen zur Beschichtung von Gegenstanden, wie z.B. l^er. 
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